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Povzetek 
Monoamin oksidaza (MAO) je encim, ki katalizira oksidativno deaminacijo aminov, in ki se 
nahaja na zunanji membrani mitohondrijev. Poznamo dve izoformni obliki encima, MAO A in 
MAO B, ki se razlikujeta predvsem v substratih. Obe obliki sta pomembni tarči pri zdravljenju 
nevrodegenerativnih bolezni, kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen. Pri zdravljenju le 
teh se uporabljajo večinoma ireverzibilni zaviralci encima. V zadnjih letih je trend raziskovanja 
reverzibilnih MAO zaviralcev, saj ti povzročajo manj nezaželenih učinkov. 
Ligaza MurD je od ATP odvisen encim v družini encimov ligaz Mur. Gre za bakterijske encime, 
ki katalizirajo dodajanje peptidov na peptidno verigo prekurzorja peptidoglikana. Gre za že 
uveljavljeno protibakterijsko tarčo, s katero želimo sintetizirati nove protibakterijske učinkovine. 
V zadnjih raziskavah navajajo kot eno od možnosti za nastanek Alzheimerjevo bolezen tudi 
bakterije. 
V sklopu naloge smo načrtovali in sintetizirali derivate spojine (E)-5-stirilnikotinonitrila, ki so 
potencialni zaviralci encima MAO oz. MurD. Spojine smo načrtovali na osnovi že znanih aktivnih 
spojin sintetiziranih na Katedri za farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo, Univerze v 
Ljubljani. Glavni poudarek kemijske sinteze je na Heckovi reakciji in izboljšanje nizkih 
izkoristkov le-te. 
Sintetizirali smo 11 novih spojin. Biokemijsko smo testirali sedem spojin na izoliranih 
rekombinantih človeških encimih MAO-A in MAO-B, ter štiri na izoliranem encimu ligazi MurD. 
Najbolj se je izkazala spojina (E)-5-(4-metoksi-2-nitrostiril)nikotinnitril (11) z IC50 vrednostjo 
0.42 µM na encimu MAO-B. 
Zaključimo lahko, da je spojina (E)-5-(4-metoksi-2-nitrostiril)nikotinnitril (11) odlična smernica 
za nadaljnje raziskovanje reverzibilnih zaviralcev MAO-B in zdravljenje nevrodegenerativnih 
bolezni. 
Ključne besede: MAO, ligaze Mur, zaviralec, protibakterijske učinkovine, nevrodegenerativne 
bolezni 
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Abstract 
Monoamine oxidase is an enzyme that catalyses oxidative deamination of amines. It is located in 
the outer mitochondrial membrane. There are two known isoforms of MAO enzyme: MAO-A and 
MAO-B. The main difference between them is the substrate they catalyse. Both isoforms have an 
important role in the treatment of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s or Parkinson’s 
disease. The main focus of research in recent years has been directed towards the development of 
reversible MAO inhibitors because they usually have lower degree of side effects. 
MurD ligase is an ATP dependent enzyme of the Mur ligases family. It is a well-documented 
bacterial enzyme responsible for catalysing the addition of peptides to peptidoglycan precursor. 
The goal of our thesis has been to synthesise new antibacterial compounds using well documented 
antibacterial targets such as MurD ligases. 
In our research we set out to design and synthesise analogues of the compound (E)-5-
styrylnicotinonitrile which are potential inhibitors of either enzyme MAO or MurD ligases. 
Compounds were designed based on well documented active compounds synthesised in the 
Department of Pharmaceutical chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana. Heck’s 
reaction has been chosen as the main chemical reaction of our work as it has the tendency to 
increase low yields. 
In total eleven new compounds were synthesised. Seven of them were biochemically tested on 
isolated recombinants human enzyme MAO-A and MAO-B, and four compounds on isolated 
enzyme MurD ligases. Best inhibitory properties showed (E)-5-(4-methoxy-2-nitrostyryl) 
nicotinonitrile (11) with IC50 level of 0.42 µM on enzyme MAO-B 
To conclude (E)-5-(4-methoxy-2-nitrostyryl)nicotinonitrile (11) is an excellent guideline to further 
research new reversible MAO-B inhibitors and the treatment of neurodegenerative diseases. 
Key words: MAO, ligases Mur, inhibitor, antibacterial drugs, neurodegenerative diseases 
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Seznam okrajšav 
5-HT   – serotonin 
AB   – Alzheimerjeva bolezen 
ADP   – adenozin difosfat 
Ala   – alanin 
ATP   – adenozin trifosfat 
Cys   – cistein 
d   – dublet 
DA   – dopamin 
D-Ala-D-Ala  – dipeptid D-alanin-D-alanin 
dd   – dublet dubleta 
DMAP   – 4-dimetilaminopridin 
DMF   – dimetilformamid 
DMSO   – dimetilsulfoksid 
DMSO-d6  – devteriran dimetilsulfoksid  
DNK   – deoksiribonukleinska kislina 
ekv.   – ekvivalent 
FAD   – flavin adenin dinukleotid 
FFA   – Fakulteta za Farmacijo 
G-   – po Gramu negativne bakterije 
G+   – po Gramu pozitivnega bakterija 
Gln   – glutamin 
HPLC   – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
HRMS   – masna spektrometrija visoke ločljivosti 
Hz   – Hertz  
IC50   – srednja inhibitorna koncentracija 
Ile   – izolevcin 
IR   – infrardeča spektrometrija 
J   – sklopitvena konstanta v Hertzih 
L-DOPA  – levodop 
Leu   – levcin 
m   – multiplet 
MAO   – monoamin oksidaza 
MAO A  – monoamin oksidaza A 
MAO B  – monoamin oksidaza B 
Mr   – relativna molekulska masa 
MS   – masna spektrometrija 
MurC   – UDP-N-acetilmuramat L-alanin ligaza 
MurD   – UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil D-glutamat ligaza 
MurE   – UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamil m-diaminopimelat/L-lizin ligaza 
MurF   – UDP-N-acetilmuramoil-L-alanin-D-glutamat-m-diaminopimelat/L-lizin D-alanil-
D-alanin ligaza 
NMR   – jedrska magnetna resonanca 
P(o-tol)3  – tri(o-tolil)fosfin 
PB   – Parkinsonova bolezen 
X 
 
Pd2dba3  – tri(dibenzilidenaceton)dipaladij 
PG   – peptidoglikan 
Phe   – fenilalanin 
Pi   – anorganski fosfat 
ppm   – delcev na milijon 
RA   – rezidualna aktivnost 
ROS   – reaktivne kisikove spojine (angl: reactive oxygen species) 
rpm   – rotacij na minuto 
s   – singlet 
SET   – prenos posameznega elektrona (angl: the single electron transfer) 
t   – triplet 
TLC   – tankoplastna kromatografija 
TSM   – tetrametilsilan 
Tyr   – tirozin 
UDP-MurNAc – uridildifosfat-N-acetilmuraminska kislina 
UV   – ultravijolična svetloba 
UV-VIS  – ultravijolična – vidna spektrometrija  
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1. UVOD 
Naraščanje števila prebivalstva in vse višji delež starejših oseb vodita do političnih, ekonomskih, 
ekoloških, demografskih ter zdravstvenih izzivov in problemov. S staranjem prebivalstva je 
prisotnih vedno več starostnih in degenerativnih obolenj, med katerimi sta tudi Parkinsonova in 
Alzheimerjeva bolezen. Znano je, da so degenerativna obolenja živčevja dolgotrajna, težko 
ozdravljiva in relativno draga za zdravstvene sisteme držav, hkrati pa bolnikom bistveno 
zmanjšujejo kakovost življenja.  
Raziskovalci se ves čas trudijo spoznati mehanizme bolezenskih sprememb in razviti učinkovitejša 
ter varnejša zdravila. Eden od ključnih dejavnikov v proučevanju Parkinsonove bolezni je odkritje 
vloge encima monoamin oksidaza (MAO). Že leta 1928 je doktorska študentka Mary Bernheim 
objavila članek z naslovom »Tyramin oxsidase I. A new enzyme system in liver«, v katerem je 
opisala nov oksidativni mehanizem in encim, ki reakcijo katalizira. Kasneje so encim preimenovali 
v monoamin oksidazo, ki je danes med najbolj raziskanimi encimi [1]. Encim ima dve izoformni 
obliki, monoamin oksidaza A in B (MAO A in MAO B), ki imata približno 70 % identično 
aminokislinsko sestavo. Encima kodirajo različni geni na kromosomu X. Obe obliki vsebujeta 
koencim flavin adenin dinukleotid (FAD) kovalentno pritrjen preko 8-alfa-tioeterne povezave na 
Cys397. Gre za zunajmembranske mitohondrijske proteine, kateri katalizirajo oksidacijo 
primarnih, sekundarnih in terciarnih aminov, pri tem pa nastanejo vodikov peroksid, amonijak in 
aldehidi [2-5].  
Oba izoencima se nahajata tako v periferiji kot v centralnem živčnem sistemu. V perifernih tkivih 
se nahaja predvsem MAO-A, in sicer v črevesju, jetrih, pljučih in placenti, MAO-B pa se nahaja 
v jetrih, ledvicah, srcu in maternici. Vloga periferne MAO je oksidacija lastnih aminov in 
ksenobiotikov [2, 6]. V centralnem živčnem sistemu, natančneje v hipotalamusu, prefrontalnem 
korteksu, amigdali in hrbtenjači, pa v 80 % prevladuje MAO-B izoformna oblika. Vloga encima 
je regulacija koncentracije nevrotransmitorjev, predvsem serotonina (5-HT) in dopamina (DA) [3, 
6]. 
Encima sta prisotna v človeškem telesu že od razvoja zarodka. Sprva v možganih prevladuje 
MAO-A, po rojstvu pa se nivo MAO-B drastično poveča in prevlada [5]. Aktivnost MAO-B naj 
bi se zviševala vse življenje, kar je tudi eden od razlogov za nevrodegenerativne bolezni [2].  
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1.1 STRUKTURA MAO-B 
MAO-B je sestavljena iz 520 aminokislin. V nasprotju z MAO-A, kjer je kristalna struktura 
proteina monomerna, je struktura MAO-B dimerna z veliko stično površino med dvema 
monomeroma. Encim delimo na dve domeni: membranski del in zunajmembranski del. 
Membranski del je sestavljen iz amino kislin 461-520 karboksilnega konca. Njihova glavna naloga 
je pritrditev encima na zunanjo mitohondrijsko membrano. Zunaj membranski del pa je sestavljen 
iz območja vezave substrata/inhibitorja in območje na katerega je vezan FAD. Aktivno mesto je 
sestavljeno iz dveh votlin. Prva je večja ravna substratna votlina s prostornino približno 420 Å3. 
Votlina je zelo hidrofobna, ker je obdana s aromatskimi in alifatskimi amino kislinami. Druga, 
tako imenovana vhodna votlina, je manjša, s prostornino 290 Å3. Tudi vhodna votlina je 
hidrofobna in se nahaja med aktivnim mestom in površino proteina. Votlini med seboj pregrajuje 
aminokislinski ostanki Tyr326, Ile199, Leu171 in Phe168 medtem ko je aminokislinska zanka 99-
112 kot nekakšen pokrov manjše votline. Ko substrat prehaja do aktivnega mesta se mora najprej 
premakniti mimo zanke 99-112, nato pa je pomembna konformacija stranske verige Ile199. Od nje 
je namreč odvisno ali sta vhodna in substratna votlina povezani in s tem možnost prehoda substrata 
iz vhodne votline do aktivnega mesta [3, 4, 7].  
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Slika 1 Struktura monomera MAO-B. Z rumeno barvo je označen flavinski del. Modro obarvan del proteina je območje vezave 
flavina, rdečo obarvan del je območje vezave substrata in zeleno obarvan del je membranski del. Prirejeno po [4]. 
Bistveni del, ki omogoča katalitične sposobnosti encima, je koencim FAD. Kovalentno je pritrjen 
na MAO-B apoencim preko tioetrne povezave med aminokislinskim ostankom Cys397 in 8-alfa-
metilenom na izoalloksazinskem obroču. Povezava se nahaja blizu C-terminalnega konca encima. 
Flavin skupaj s aminokislinskima ostankoma Tyr398 in Tyr435 oblikuje aromatsko kletko, ki je 
edina hidrofilna regija encima. Pomembna je pri prepoznavi in orientaciji aminske skupine 
substrata [3, 4]. 
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Slika 2 Prikaz aktivnega mesta MAO-B. Ovalni okvirčki prikazujejo aromatske aminokislinske ostanke, kvadratni pa druge 
aminokislinske ostanke. Prirejeno po [3]. 
 
1.2 MEHANIZEM REAKCIJE 
Mehanizem lahko razdelimo na dva dela. Prvi del, pri katerem sodeluje koencim FAD, še ni 
povsem raziskan. Trenutno so predlagani trije mehanizmi: 
A. polarni nukleofilni mehanizem,  
B. neposredni prenos hidrida, 
C. prenos posameznega elektrona (SET; angl: the single electron transfer) oz. mehanizem 
prenosa radikalov.  
 
Polarni nukleofilni mehanizem predlaga mehanizem, pri katerem se oksidacija začne z 
nukleofilnim napadom aminskega dušika na flavin. Potem N(5) atom flavina veže nase proton iz 
alfa-ogljika in s tem oblikuje kovalentni adukt.  
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Po teoriji neposrednega prenosa hidrida elektronska donacija aminskega dušika k alfa-C-N vezi 
olajša prehod hidrida iz alfa-C na dušik (N5) flavina. 
SET mehanizem se začne s prenosom elektrona iz amino skupine do flavina, pri tem se oblikuje 
pozitivni aminski radikal. Za tem se proton iz aminskega radikala prenese na aktivno mesto 
encima, kjer oblikuje ogljikov radikal. Pri deprotonaciji oblikovan radikal se nato naprej oksidira 
s  prenosom elektronov ali s prenosom radikala iz aktivnega mesta, temu pa sledi beta-eliminacija 
do iminskega iona. 
 
Slika 3: Polarni nukleofilini mehanizem; B: Mehanizem neposrednega prenosa hidrida; C: Prenos posameznega elektrona; prirejeno 
po [2]. 
Pri tem se FAD reducira do FADH2. FADH2 se nato re-oksidira nazaj do FAD s pomočjo 
molekularnega kisika. Pri tem nastane vodikov peroksid (H2O2).V drugem delu iminski kation 
neencimsko reagira z vodo, zato nastaneta aldehid in amonijev kation [2-4].  
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Slika 3 Shematski prikaz oksidativne deaminacije; vir: [2] 
Pri reakciji nastanejo trije potencialno nevrotoksični produkti: vodikov peroksid, amonijevi kationi 
in aldehid. Vodikov peroksid dodatno promovira nastanek reaktivnih kisikovih spojin (ROS; angl: 
reactive oxygen species). Pri normalnem fiziološkem delovanju ima organizem več mehanizmov 
nevtralizacije škodljivih stranskih produktov. Pri porušeni homeostazi pa le-ti motijo delovanje 
proteinov, povzročajo lipidno peroksidacijo, uničujejo mitohondrije in DNK verigo. To vodi v 
apoptozo nevronov in sčasoma privede do nevrodegenerativnih bolezni (Alzheimerjeva bolezen, 
Parkinsonova bolezen, Huntingtonova bolezen, epilepsija…) [3]. 
 
1.3 ZAVIRALCI MAO 
Prve zaviralce MAO so odkrili po naključju, ko so kemijsko spremenili molekulo 
protituberkuloznega zdravila isoniazid v iproniazid. Dodatne kemijske spremembe so pripeljale 
do prvega zdravila fenelizin. V petdesetih letih so ga množično uporabljali za zdravljenje depresije, 
danes pa se uporablja samo v primerih, ko druga zdravila ne zadoščajo. Eden takšnih je tudi hitro 
delujoči tranilcipromin, ki se v redkih primerih uporablja za zdravljenje depresije. Razlog za 
zmanjšano uporabo neselektivnih ireverzibilnih MAO zaviralcev gre pripisati stranskim učinkom. 
Med najbolj problematične spadata serotoninski sindrom in hipertenzivna kriza (angl: cheese 
effect) [8]. Slednji je posledica sočasne uporabe MAO zaviralcev in zaužitja hrane, bogate s 
tiraminom (npr. sir). Tiramin je derivat aminokisline tirozina in deluje na sproščanje noradrenalina. 
V normalnih okoliščinah se tiramin razgradi v gastrointestinalnem traktu in jetrih s pomočjo MAO, 
ko pa je ta zavrta, pa tiramin povzroči porast adrenalina in posledično poviša sistolični krvni tlak. 
V skrajnih primeri lahko pride tudi do smrti [9, 10]. Serotoninski sindrom je stanje, pri katerem je 
koncentracija 5-HT zvišana. Pojavi se zaradi sočasnega jemanja neselektivnih zaviralcev MAO in 
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zaviralcev ponovnega privzema serotonina. Pri hujših oblikah se pojavi huda hipertenzija in 
tahikardija, delirij, mišična rigidnost in hipertonus. To privede do povečane telesne temperature  
tudi do 41 °C, kar je smrtno nevarno. [11] 
 
Slika 4 Molekuli tranilcipromina (levo) in fenelizina (desno). 
 
1.3.1 IREVERZIBILNI SELEKTIVNI ZAVIRALCI MAO-B 
Leta 1965 je Knoll s sodelavci sintetiziral selegilin. Gre za prvi izoformno selektiven ireverzibilni 
zaviralec MAO-B, ki je utrl pot novim propargilaminskim spojinam selektivnim na MAO-B. Eden 
takšnih je tudi razagilin. Tako kot zgoraj navedena tranilcipromin in fenelizin, sta tudi selegilin in 
razagilin ireverzibilna zaviralca. Strukturo zaviralca lahko razdelimo na substratu podoben del, ki 
je odgovoren za afiniteto do encima, in ubijalski del, ki encim zavre. Inhibicija poteka v dveh 
korakih. Najprej se molekula zaviralca s pomočjo encima oksidira do aktivne oblike, ta pa se v 
drugem koraku kovalentno veže na flavinsko skupino encima. S tem je encim permanentno 
onemogočen. Prednost ireverzibilnih zaviralcev je njihov dolgo delujoči učinek že po prvem 
odmerku, saj je za ponovno delovanje encima potrebna nova sinteza le teh. Pri zdravljenju 
kroničnih bolezni je dolgo delujoč učinek zaželen, saj se zmanjša število aplikacij in s tem izboljša 
komplianca. [8].  
Prednost izoformno selektivnih MAO-B zaviralcev je odsotnost »cheese« efekta. Razlog za to je 
v razporeditvi MAO-A in MAO-B po telesu. MAO-A v 80 % prevladuje v črevesni steni in 50 % 
v jetrih. S selektivnimi zaviralci MAO-B je razgradnjo s hrano vnesenim tiraminom v črevesju in 
jetrih nemotena. Je pa potrebno poudariti, da selegilin in razagilin pri visokih koncentracijah v 
telesu zavirata tudi MAO-A izoformno obliko encima. Takrat je večja nevarnost hipertenzivne 
krize [8, 12]. 
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Slika 5 Molekuli razagilina (desno) in selegilina (levo). 
  
1.3.2 REVERZIBILNI SELEKTIVNI ZAVIRALCI MAO-B 
Velika prednost reverzibilnih zaviralcev je njihova nekovalentna vezava na encim. V nasprotju z 
ireverzibilnimi zaviralci za ponovno delovanje encima ni potrebna ponovna sinteza le-tega. 
Posledično je manj nezaželenih stranskih učinkov [14].  
Safinamid je eden od reverzibilnih izoformno selektivnih zaviralcev MAO-B, ki se trenutno 
uporablja kot dodatna terapija pri zdravljenju Parkinsonove bolezni. Spojina ima zraven 
dopaminergičnega efekta (zaviranje MAO-B) tudi sposobnost zaviranja sproščanja glutamata 
preko modulacije Na+ kanalčkov na nevronih, kar dodatno poveča nevroprotektivne lastnosti 
safinamida. Namesto kovalentnih vezi oblikuje safinamid vodikove vezi s hidrofilnim območjem, 
ki obdaja flavin. [13-15]. 
 
Slika 6 Struktura molekule safinamide. 
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1.4 PARKINSONOVA BOLEZEN 
V svojem članku »Essay on the Shaking Palsy« je James Parkinson leta 1817 opisal šest bolnikov 
s tremorjem v mirovanju, mišično oslabelostjo in upočasnjenim gibanjem. Gre za kronično 
nevrodegenerativno bolezen, ki prizadene predvsem starejšo populacijo. Parkinsonova bolezen 
(PB) prizadene 1–2 % prebivalstva po petdesetem letu, po odkritju bolezni pa je povprečna 
življenjska doba 15 let. Razlog za bolezen je posledica prekinjenega prenosa DA v striatumu, kar 
je posledica degeneracije dopaminskih nigrostriatnih nevronov. Razen za farmakološko 
povzročene PB, pravega razloga za nastanek bolezni še ne poznamo. Prvi znaki bolezni, kot so 
utrujenost, togost, izguba spretnosti, monotonost govora, so pogosto prezrti oz. pripisani staranju. 
Z napredovanjem bolezni pa se pojavijo akinezija (nezmožnost izvajanja hotenih gibov), 
bradikinezija (upočasnjeno izvajanje gibov), mišična rigidnost, tremor v mirovanju in motnje 
telesne drže. Bolezen pogosto spremljajo tudi motnje spanja (motnje REM faze), psihiatrične 
motnje (demenca, depresija) in izguba vonja.  
Prvi izbor zdravljenja PB je kombinacija levodope (L-DOPA) in perifernega zaviralca dopa 
dekarboksilaze (benserazid, carbidopa), ki upočasnita napredovanje bolezni. Kot podporna terapija 
pa se uporabljajo tudi zaviralci MAO-B. Z zmanjšanjem razgradnje DA v striatumu povečajo 
koncentracijo DA in zmanjšajo oksidativni stres [16-18]. 
 
1.5 ALZHEIMERJEVA BOLEZEN 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je najpogostejši vzrok za demenco. Prestavlja približno 70 % vseh 
oblik demenc. Gre za kronično progresivno nevrodegenerativno bolezen, ki prizadene predvsem 
starejši del populacije. Pri Alzheimerjevi bolezni se v frontalnem, temporalnem in parientalnem 
režnju možganov poleg odmiranja nevronov pojavijo amiloidne lehe in nevrofibrilarne pentlje. Ti 
patološki procesi  zmanjšajo holinergični, noradrenergični in serotoninergični prenos v možganih, 
kar vodi v motnje prehajanja kratkotrajnega v trajni spomin. Nevrodegenerativni procesi se v 
možganih začnejo od dvajset do trideset let pred pojavom kliničnih znakov. Prva znamenja bolezni 
so neurejenost, nemirnost, pozabljivost in motnje v presoji. Z razvojem bolezni pa se pojavijo 
izguba spomina, dezorientiranost v času in prostorju in na koncu celotni upad spoznavnih funkcij. 
Farmakološko zviševanje holinergične funkcije s pomočjo inhibitorjev acetilholin-esteraze delno 
omili in upočasni razvoj bolezni v začetni fazi [18, 19]. 
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Študije kažejo na povečano aktivnost encima MAO pri bolnikih z AB. V primerjavi z ljudmi iste 
starosti in spola imajo bolniki večjo aktivnost encima MAO-B v hipokampusu. To pripomore k 
nastanku amiloidnih leh in poveča oksidativni stres. Zato ne preseneča, da so številne biološke in 
farmakološke raziskave  ugotovile nevroprotektivno delovanje MAO inhibitorjev pri 
preprečevanju in zdravljenju AB [20]. 
 
1.6 BAKTERIJE 
Paul Ehrlich je z odkritjem salvarsana leta 1910 postavil temelje kemoterapije na principu 
selektivne toksičnosti. S tem se je začelo uspešno obdobje odkrivanja protibakterijskih učinkovin 
naravnega in sintetičnega izvora [21].  
Po zgradbi se prokariontska (bakterijska) celica razlikuje od evkariontske (živalske) celice. Nima 
celičnega jedra in je po sestavi enostavnejša, saj ne vsebuje nekaterih celičnih organelov 
(mitohondrijev, endoplazemskega retikuluma, itd.), za razliko od živalske celice. Ima pa 
prokariontska celica zraven celične membrane tudi celično steno, ki je ključnega pomena za obstoj 
posamezne celice. Bakterijska celična stena je podlaga za delitev na po Gramu-pozitivne (G+) in 
Gramu-negativne (G-) bakterije. Po G+ bakterije imajo debelejšo (20-40 nm) celično steno 
medtem ko imajo po G- bakterije zraven tanjše (2-7 nm) celične stene tudi dodatno zunanjo 
membrano zgrajeno iz lipopolisaharidov. Te razlike med prokariontsko in evkariontsko celico so 
podlaga za selektivno toksičnost protibakterijskih učinkovin. Delujejo po 5 glavnih mehanizmih: 
1. Zaviranje bakterijskega metabolizma, med najbolj znanimi zaviralci so sulfonamidi. 
2. Interakcija s bakterijsko membrano. Pri tem spremenijo njeno permeabilnost, kar povzroči 
smrt celice. 
3. Zaviranje sinteze proteinov v bakterijski celici. S tem se prekine izdelava esencialnih 
proteinov in encimov za celično preživetje in s tem je bakterija uničena. Na takšen način 
delujejo rifampicini, aminoglikozidni antibiotiki, tetraciklini in kloramfenikol. 
4. Zaviranje DNK prepisovanja in podvajanja. S tem se ustavi bakterijska celična delitev 
in/ali prepreči sintezo novih proteinov. Proflavin je ena od takšnih spojin. 
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5. Zaviranje sinteze bakterijske celične stene. To privede to lize bakterijske celice in s tem 
njene smrti. Spojine ki delujejo na tak način so penicilini, cefalosporini in glikopeptidi, kot 
je npr. vankomicin [21,22]. 
 
1.6.1 BAKTERIJSKA CELIČNA STENA 
Tako G+ kot tudi G- bakterije imajo celično steno sestavljeno iz plasti peptidoglikana (PG).  Gre 
za verige glikana med seboj povezane s kratkimi križanimi polipeptidi. Pri G+ bakterijah je PG 
bistveno bolj premrežen in posledično debelejši kot pri G- bakterijah [23]. Kemijsko sintezo PG 
lahko razdelimo na tri glavne stopnje. Pri prvi stopnji, ki poteka v citoplazmi, se sintetizirata 
prekurzorja, UDP-N-acetilmuramil-pentapeptid in UDP-N-acetilglukozamin. V drugi stopnji pride 
do prenosa prekurzorjev iz citoplazme v membrano, kjer nastanejo disaharidno-peptidne enote. V 
tretji stopnji se te prenesejo v zunaj celični prostor, kjer se vključijo v rastočo plast PG [24,25]. 
 
1.6.2 LIGAZE Mur 
Ligaze Mur so družina encimov, ki katalizirajo reakcijo oblikovanja amidne ali peptidne vezi, pri 
tem pa nastane ADP in Pi iz ATP. Dvovalentna kationa, Mg+ ali  Mn+, sta ključnega pomena za 
katalitske sposobnosti ligaz Mur [27]. So bistvenega pomena pri znotrajceličnem delu sinteze PG. 
Prva v kaskadi reakcij je ligaza MurC, ki UDP-N-acetilmuraminski (UDP-MurNAc) kislini doda 
L-Ala aminokislino. Nato sledi MurD, ki doda D-Glu, MurE mezo-diaminopimelino ali L-Lys in 
na koncu ligaza MurF doda dipeptid D-Ala-D-Ala. Tako dobimo iz UDP-MurNAc na koncu UDP-
MurNAc-pentapeptid [26].  
Vsi encimi ligaz Mur so topološko podobno zgrajeni. Strukturo lahko razdelimo na tri dele. Prva, 
N-terminalna domena, ki je zadolžena za vezavo substrata UDPMurNAc, druga, centralna domena, 
je del na katerega se veže ATP, in tretja, C-terminalna domena, ki je zadolžena za vezavo amino 
kislin [23].  
Stopnja rezistence bakterij na protimikrobne učinkovine zadnja leta strmo narašča. Posledično se 
tudi povečuje potreba po novih protibakterijskih učinkovinah in s tem odkrivanje novih tarč. 
Ligaze Mur so ključnega pomena za preživetje bakterije in s tem zanimiva tarča za nove 
učinkovine [26]. 
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1.6.3 BAKTERIJE KOT VZROK AB? 
Znanstveniki so odkrili zanimivo povezavo med bakterijo Porphyromonas gingivalis in 
Alzheimerjevo boleznijo. Gre za G- anaerobno bakterijo, ki povzroča kronični parodontitis. 
Bakterija izloča spojino imenovano »gingipain«, ta pa spodbuja nastanek amiloidih leh. Prisotnost 
bakterij v možganih pa so dokazali z detekcijo bakterijskih lipoproteinov v možganih in DNK P. 
gingivalis v možganski tekočini pacientov z AB. Treba je poudariti, da gre samo za hipotezo in 
bodo potrebne še dodatne raziskave [28]. 
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2. NAČRT DELA 
Cilja magistrske naloge sta dva. Prvi je načrtovanje, sinteza in analiza derivatov (E)-5-
stirilnikotinonitrila. Tako imenovani stilbeni, kamor spadajo naše načrtovane spojine, so znani 
zaviralci encima monoamin oksidaze. Aktivnost spojin bomo biološko ovrednotili na humani 
monoamin oksidazi A in B in jim določili rezidualno aktivnost (RA) in IC50 in vitro. Kristalna 
struktura vezavnega mesta je znana, zato si bomo načrtovanje olajšali z računalniškim 
simuliranjem sidranja potencialnih spojin v aktivno mesto encima.  
Drugi cilj je kemijska sinteza  derivatov (E)-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-
il)piridin, ki se je izkazala kot aktivna na bakterijskem encimu ligaza MurD z aktivnostmi v 
spodnjem mikromolarnem območju. Pri načrtovanju spojin si bomo pomagali z že znanimi 
spojinami in aktivnostmi na encim, ki so jih sintetizirali na Katedri za Farmacevtsko kemijo, FFA, 
Univerze v Ljubljani. Kristalne strukture vezavnega mesta preučevanih spojin na encim ligaze 
MurD nimamo, zato na podlagi znanih zaviralcev ugotavljamo, kateri deli molekule doprinesejo 
k boljšim interakcijam med vezavnim mestom in spojino. Istovetnost in ustrezen delež čistoče 
spojin bomo zagotovili z analiznimi metodami, kot so jedrska magnetna resonanca (NMR), 
infrardeča spektrometrija (IR), masna spektrometrija (MS) in tekočinska kromatografija visoke 
ločljivosti (HPLC).  
 
Slika 7 Potencialni zaviralci. 
Preverili bomo tudi aktivnost spojine (E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-
dimetilfenol kot zaviralca encima ligaze MurD. Spojino so že sintetizirali in biološko testirali na 
katedri za Farmacevtsko kemijo, FFA, Univerze v Ljubljani, vendar so na osnovi kasnejših 
raziskav domnevali, da bi lahko šlo za lažno pozitiven rezultat. Ponovno bomo sintetizirali spojino 
(E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenol in testirali sposobnosti zaviranja 
encima ligaze MurD. 
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Glavni poudarek sinteznega dela bo na dveh reakcijah, in sicer na Heckovi reakciji (slika 8) in 
tvorbi tetrazolnega obroča (slika 9). Ker so izkoristki Heckove reakcije na prikazanih derivatih 
nizki (<20 %), je eden od ciljev magistrskega dela tudi optimizacija izkoristkov omenjene reakcije. 
Ta bo hkrati osnova za sintezo večjega števila derivatov. 
 
Slika 8 Heckova reakcija 
 
Slika 9 Tvorba tetrazolnega obroča 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev 
Sigma-Aldricht, Merck, Acros Organics, TCL in Fluka. 
 
3.2 POIMENOVANJE IN RISANJE SPOJIN 
Za poimenovanje po IUPAC-u in risanje reakcijskih shem smo uporabljali računalniški program 
ChemDraw Professional 16.0 proizvajalca Perkin Elmer Informatics, Inc. 
 
3.3 MERJENJE TALIŠČA 
Vsa tališča sintetiziranih spojin smo izmerili na mikroskopu Cambridge instruments z ogrevalno 
mizico Reichert na Fakulteti za farmacijo, Univerza v Ljubljani. 
 
3.4 KROMATOGRAFSKE METODE 
3.4.1 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij in izbiro mobilne faze 
za kolonsko kromatografijo. Stacionarna faza je silikagel z 0,20 mm debelim nanosom na 
aluminijasto ploščico in dodanim fluorescentnim indikatorjem (plošče Merck Silica Gel 60 F254). 
Za mobilno fazo smo uporabili topili heksan in etil acetat v različnih razmerjih. Za detekcijo lis na 
TLC ploščici smo uporabili UV lučko valovne dolžine 254nm.  
 
3.4.2 KOLONSKA KROMATOGRAFIJA 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za čiščenje sintetiziranih spojin. Glede na količino 
produkta smo izbrali primerno veliko stekleno kolono. Kot stacionarno fazo smo uporabljali Silica 
gel 60 (proizvajalec: Merck) z velikostjo delcev 0,040 mm – 0,063 mm,  kot mobilno fazo smo 
uporabljali topili heksan in etil acetat v različnih razmerjih. Po potrebi smo mobilni fazi dodali 
tudi trietil amin.   
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3.4.3 TEKOČINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOČLJIVOSTI (HPLC) 
HPLC smo uporabljali za ugotavljanje čistote produkta. Teste smo izvedli na sistemu Agilent 
Technologies HP 1100 z G1365B UV-VIS detektorjem (220 in 254 nm). Pri tem smo uporabili 
kolono XBridge™ Phenyl 3.5 μm (4,6 × 150 mm) termostatirano na 25 °C. Injicirali smo 5 μL 
vzorca. Za mobilno fazo smo uporabili 40 % acetonitril v 0,1 % raztopini trifluorocetne kisline v 
bidestilirani vodi (pridobljena z Millipore Advantage A10 sistemom). Čas ločbe je 20 min. 
 
3.4.4 REVERZNO FAZNA »FLASH« KROMATOGRAFIJA 
Čiščenje spojine 6 smo izvedli na Biotage Isolera One System sistemu. Uporabili smo kolono 
Biotage SNAP Cartidge KP-C18-HS 12g. Za mobilno fazo smo uporabili zmes 10–60 % 
acetonitrila v 0.1 % trifluoroocetni kislini. Spojino smo detektirali pri valovni dolžini 254 nm. 
 
3.5 SPEKTROSKOPSKE METODE 
3.5.1 INFRARDEČA SPEKTROSKOPIJA (IR) 
Infrardeče spektre smo posneli na spektrometru Nicolet Nexus 470 FT-IR z uporabo tehnike ATR 
na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.  Podatke smo obdelali s programom Omnic E.S.P 
5.2. 
 
3.5.2 JEDRSKA MAGNETNA RESONANCA (NMR) 
NMR smo uporabljali za identifikacijo spojin in oceno čistote vmesnih stopenj sinteze. Vsi 1H in 
13C spektri so bili posneti na spektrometru Bruker Avance III 400 MHz na Fakulteti za Farmacijo 
Univerze v Ljubljani. Interni standard je TSM, topilo pa DMSO-d6. Kemijski premiki so podani v 
enotah »parts per million« (ppm). Spektre smo obdelali v programu NMRnotebook 2.80 
proizvajalca NMRTEC. 
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3.5.3 MASNA SPEKTOMETRIJA VISOKE LOČLJIVOSTI (HRMS) 
Masno spektroskopijo visoke ločljivosti smo opravili za natančno določitev molekulske mase 
sintetiziranim spojinam. Pri tem smo uporabili spektrometer Q Executive Plus LC-MS/MS 
(Thermo Scientific). Masni spektri so posneti v ESI-HRMS tehniki.  
 
3.6. MOLEKULSKO SIDRANJE 
Interakcije končnih spojin z aktivnim mestom na encimu MAO smo proučevali s pomočjo 
molekulskega sidranja s računalniškim programom PyMOL by Schrödinger. Sidranje je izvedel 
doc. dr. Rok Frlan, mag. farm. 
 
3.7 BIOKEMIJSKA TESTIRANJA 
3.7.1 TESTIRANJE ZAVIRALCEV ENCIMA MAO 
Zaviralne sposobnosti sintetiziranih spojin smo preverili z merjenjem spremembe v nastanku 
vodikovega peroksida (H2O2). Ta vpliva na pretvorbo reagenta Aplex® Red do fluorescentnega 
produkta resotufina v prisotnosti dodane hrenove peroksidaze. Koncentracijo, ki je sorazmerna 
množini nastalega H2O2 in s tem aktivnosti encima, smo izmerili spektrofotometrično z merjenjem 
fluorescence.  
Za izvedbo testa smo uporabili rekombinantna humana encima MAO-A in MAO-B, pridobljena 
iz celic insektov, okuženih z rekombinantnim bakulovirusom (Sigma Aldrich).  
Preizkušane spojine smo raztopili v 100 % DMSO in jih v fosfatnem pufru (50 nM, pH = 7,4; 
dodan 0,05 v/v Triton X-114) inkubirali (15 min, 37 °C) s količino MAO-A ali MAO-B, ki je 
potrebna za oksidacijo približno 165 pmol p-tiramina na minuto. Po inkubaciji smo sprožili 
reakcijo z dodatkom 200 μM reagenta Amplex® Red, 2 U/mL hrenove peroksidaze in 1mM 
substrata p-tiramin. Encim MAO oksidativno deaminira substrat, pri tem nastaja H2O2, ki v 
prisotnosti peroksidaze reagira z reagentom Amplex® Red, pri čemer nastane rdeče obarvan 
fluorescentni produkt resorufin. Količino nastalega resorufina smo s pomočjo fluorescence 
kvantitativno določali pri valovni dolžini 590 nm. Hkratni smo izvajali tudi kontrolni poskus, ki 
ni vseboval testiranih spojin [29].  
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Določili smo rezidualno aktivnost (RA) testiranih spojin in vsem spojinam z RA 40 % ali manj 
izračunali srednjo zaviralno koncentracijo (IC50). 
Testiranja je opravil asistent dr. Damjan Knez, mag. farm. na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani.  
 
3.7.2 TESTIRANJE ZAVIRALCEV ENCIMA MurD 
Zaviralne sposobnosti sintetiziranih spojin smo določili so pomočjo barvila malahit zeleno. Pri 
nastanku vezi med karboksilno skupino UDP-tripeptida in aminsko skupino dipeptida D-Ala-D-
Ala se tvorita ADP in Pi. Količino nastalih anorganskih fosfatov pa smo določili s pomočjo barvila 
malahit zeleno. 
Najprej smo inkubirali 50 μL reakcijske zmesi, ki vsebuje pufer (50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM 
MgCl2, 0.005 % Triton X-114), 100 μM D-Glu, 80 μM UDP-MurNAc-L-Ala, 400 μM ATP, 
očiščen MurD in 100 μM vsake testirane spojine raztopljene v DMSO. Po 15 min inkubiranja smo 
dodali reagent Biomol®. Pri encimski reakciji se je novonastali anorganski fosfat povezal z 
molibdatom in nastal je fosfomolibdat, ta pa je s 3 molekulami malahit zelenega oblikoval obarvan 
kompleks. Pri valovni dolžini 650 nm smo spektrofotometrično določili količino nastalega 
kompleksa. Rezultate smo primerjali s kontrolnim preizkusom, kjer nismo uporabili zaviralca. 
Rezultate smo podali z rezidualno aktivnostjo (RA) pri koncentraciji zaviralca 100 μM. Vsem 
spojinam z RA 40 % ali manj smo izračunali srednjo zaviralno koncentracijo (IC50) [30]. 
Testiranja je opravila doc. dr. Martina Hrast, mag. farm. na Fakulteti za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. Rezultati so podani v vrednostih IC50. 
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4. EKPERIMENTALNI DEL 
4.1 Sinteza 5-vinilnikotinnitrila 
 
Reakcija a: 7 g spojine 1 in 1,95 g LiCl (1,2 ekv.) smo raztopili v 85 ml DMF in prepihali z 
argonom. Nato smo dodali 14,55 g tributil(vinil)stanana (1,2 ekv.) in 260 mg Pd(PPh3)Cl2 (0,018 
ekv.) in tri dni mešali na temperaturi 80°C. Po treh dneh smo odstranili topilo DMF pod znižanim 
tlakom. Trdni ostanek v bučki smo nanesli na kolono. Kot mobilno fazo smo uporabili heksan/etil 
acetat = 3:1. Dobili smo 3,8 g spojine 2 bele barve. Rezultati naših (IR, NMR in MS) analiz se 
ujemajo z analizami drugih raziskovalcev [35]. 
 
4.2 Sinteza (E)-3-(4-metoksi-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
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Reakcija A: 1 g spojine 3, 736 mg K2CO3 (1 ekv.) in 907 mg (1,2 ekv.) smo raztopili v 50 ml 
acetona in pustili mešati 24 ur na 60 °C (refluks). Iz TLC smo razbrali, da reakcija še ni potekla 
do konca, zato smo dodali še 736 mg K2CO3 (1 ekv.) in 907 mg (1,2 ekv.) in pustili mešati 24 ur 
na 60 °C. Ker reakcija še vedno ni potekla do konca, smo na ledeni kopeli v bučko postopamo 
dodali 2 ekv. dimetilsulfata in 1 ekv. K2CO3. Reakcijo smo mešali 24 ur na 60 °C. Po končani 
reakciji smo dolili 200 mL etil acetat in ga sprali z z 50 mL vode in 25 mL nasičene raztopine 
NaCl. Organsko fazo smo posušili z brezvodnim NaSO4, nastalo suspenzijo filtrirali in topilo 
odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo 820 mg rahlo rjavo prozornega tekočega produkta 4.  
Reakcija B: 50 mg (1 ekv.) spojine 2, 125  mg (1,5 ekv.) spojine 4 in 12 mg (0,1 ekv.) P(o-tol)3 
smo raztopili v 2 mL acetonitrila. Zmes smo prepihali z argonom, da smo odstranili kisik. Nato 
smo dodali 17 mg (0,05 ekv.) Pd2dba3, 125 mg (1 ekv.) Cs2CO3 in kapljico vode. Reakcijsko zmes 
smo postavili v mikrovalovni reaktor za 17 min na temperaturo 150 °C. Po končani reakciji smo 
odstranili acetonitril pod znižanim tlakom, dodali 40 mL 1M HCl in 40 ml etilacetat. Obe fazi smo 
filtrirali in ju ločili. Vodno fazo smo sprali z etilacetatom (2 × 10 mL). Organske faze smo združili 
in odstranili topilo pod znižanim tlakom. Sledila je kolona s mobilno fazo heksan:etilacetat = 3:1. 
Dobili smo produkt 5 in nečistočo približno v razmerju 1:1. S tem smo nadaljevali v reakcijo C. 
Reakcija C: 100 mg (1 ekv.) spojine 5, 49 mg (2 ekv.) NaN3 in 40 mg (2 ekv.) NH4Cl smo raztopili 
v 15 ml DMF. Mešali smo 24 ur na 80 °C. Dodali smo še 245 mg (10 ekv.) NaN3 in 200 mg (10 
ekv.) NH4Cl in pustili mešati 24 ur na 80 °C. Po kočani reakciji smo dodali 100 ml H2O in 
ekstrahirali z etilacetatom (4 × 100 ml). Organske faze smo združili in odstranili topilo pod 
znižanim tlakom. Trd ostanek smo očistili s pomočjo reverznofazne kromatografije (izolera). 
Dobili smo 8 mg končnega produkta 6. 
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4.3 Sinteza (E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenola 
 
Reakcija A: V bučko smo natehtali 200 mg (1 ekv.) spojine 2, 94 mg (0,2 ekv.) P(o-tol)3, 463 mg 
(1,5 ekv.) spojine 3, 156 mg (1 ekv.) trietilamina in 500 mg (1 ekv.) Cs2CO3. Dodali smo 30 ml 
DMF in prepihali z argonom. Nato smo dodali 141 mg (0,1 ekv.) Pd2dba3. Mešali smo 72 ur na 
temperaturi 130 °C. Po končani reakciji smo odstranili DMF pod znižanim tlakom. Nato smo 
naredili kolono z mobilno fazo hexan : etilacetat = 3:1 (prvih 100 ml) in hexan : etilacetat = 2:1. 
Dobili smo 103 mg čiste spojine 7. 
Reakcija B: V bučko smo natehtali 85 mg (1 ekv.) spojine 7, 33 mg (1,5 ekv.) NaN3 in 27 mg (1,5 
ekv.) NH4Cl. Raztopili smo v 10 ml DMF-ja in mešali 24 ur na temperaturi 110°C. Nato smo 
dodali 20 ml 1M HCl in bučko postavili v hladilnik za 24 ur. Vsebino smo vakuumsko filtrirali in 
sprali z diklorometanom. Dobili smo 26mg spojine 8. 
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4.4 Sinteza (E)-3-(4-metoksi-2-nitrostiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
 
 
Reakcija A: Pod argonovo atmosfero smo v bučko natehtali 8 g (1,25 ekv.) CuBr2 in 5 g (1,7 ekv.) 
terc-butil nitrita in dodali 100 ml acetonitrila. Raztopino smo segreli na temperaturo 65 °C in po 
kapljicah dodali 4-metoksi-2-nitroanilin (5 g, 1 ekv.) raztopljenega v 50 ml acetonitrila. Raztopino 
smo pustili mešati 1 uro na temperaturi 65 °C, nato pa 24 ur na sobni temperaturi. Po končani 
reakciji smo odstranili acetonitril pod znižanim tlakom, dodali 300 ml 20 % HCl in ga nato 
ekstrahirali z dietiletrom (2 × 200 ml). Organsko fazo smo sprali z H2O (2 × 250 ml), nasičeno 
raztopino NaCl (1 × 100 ml), posušili z NaSO4 in prefiltrirali čez guč s silikagelom. Produkt smo 
do konca očistili z »Kugelrohr« destilacijo. Dobili smo 4,83 g rumene spojine 10. 
Reakcija B: 1g (1 ekv.) spojine 2, 2,32 g (1,3 ekv.) spojine 10, 778 mg (1 ekv.) trietilamina in 234 
mg (0,1 ekv.) P(o-tol)3 smo raztopili v 10 ml acetonitrila in prepihali z argonom. Nato smo dodali 
86 mg (0,05 ekv.) paladijevega acetata. Reakcijo smo izvedli v mikrovalovnem reaktorju. 
Temperatura 110 °C, čas 60 min in hitrost mešanja 1200 rpm. Potem smo zmes vakuumsko 
filtrirali in sprali z acetonitrilom. Matičnico smo prepihali z argonom, dodali 778 mg (1 ekv.) 
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trietilamina in ponovno postavili v mikrovalovni reaktor na 110 °C za 60 min. Po končani reakciji 
smo nučali in sprali z acetonitrilom. Skupaj smo dobili 1,85 g rumeno-zelene trdne spojine 11. 
Reakcija c: 100 mg (1 ekv.) spojine 11, 46 mg  (2 ekv.) NaN3 in 38 mg (2 ekv.) NH4Cl smo 
raztopili v 15 ml DMF-ja in pustili mešati 24 ur na temperaturi 80 °C. Nato smo dodali še 231 mg 
(10 ekv.) NaN3 in 190 mg (10 ekv.) NH4Cl. Ponovno smo mešali 24 ur na temperaturi 80 °C. 
Potem smo odstranili topilo pod znižanim tlakom, dodali 30 ml H2O in postavili v hladilnik. Po 
24 urah smo nučali in sprali z vodo. Dobili smo 70mg rumene spojine 12. 
 
4.5 Sinteza (E)-N-(2-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-5-metoksifenil)acetamida 
 
Reakcija A: 740 mg (1 ekv.) spojine 11 smo raztopili v 50 ml ocetne kisline, prepihali z argonom 
in segreli do vrelišča. Dodali smo 1,55 g (9 ekv.) aktiviranega cinka in pustili mešati na sobni 
temperaturi. Po 24 urah smo prefiltrirali skozi celit in odstranili del ocetne kisline pod znižanim 
tlakom. Zmes smo nevtralizirali z 2M NaOH. Izpadlo oborino smo nučali in posušili. Ker so v njej 
bile sledi cinkovega acetata smo oborino raztopili v etil acetatu in sprali z 1M NaOH. Etil acetat 
smo kasneje odstranili pod znižanim tlakom. Dobili smo 480 mg belo rumenega produkta 13. 
Reakcija B: 20 ml acetanhidrida smo ohladili na ledeni kopeli, nato smo dodali 300 mg (1 ekv.) 
spojine 13. Pustili smo mešati na ledeni kopeli 3 ure. Potem smo delno odstranili topilo pod 
znižanim tlakom da je izpadla oborina. To smo nučali in sprali z etilacetatom. Dobili smo 50 mg 
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produkta, matičnico pa smo postavili v zamrzovalnik za 24 ur. Nato smo ponovno nučali in sprali 
z etilacetatom. Dobili smo 84 mg, matičnico pa smo še drugič postavili v zamrzovalnik. Po 24 
urah smo nučali in sprali z etilacetatom. Dobili smo 44 mg produkta. Skupno smo dobili 178 mg 
belega spojine 14. 
 
4.6 Sinteza (E)-N-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-5-metoksifenil)benzamida  
 
Reakcija A: 50 mg (1 ekv.) spojine 13, 33 mg (1,2 ekv.) benzoil klorida, 20 mg (1 ekv.) trietilamina 
in 2,5 mg DMAP-a smo raztopili v 20 ml diklorometana. Mešali smo 24 ur na ledeni kopeli. Nato 
smo zmes nučali in sprali z diklorometanom. Dobili smo 15 mg svetlo rjave spojine 15.  
 
4.7 Sinteza metil (E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)benzoata 
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Reakcija A: 150 mg (1 ekv.) spojine 2, 332 mg spojine 16, 35 mg (0,1 ekv.) P(o-tol)3 in 116 mg 
(1 ekv.) trietilamina smo raztopili v 4ml acetonitrila in prepihali z argonom. Nato smo dodali 13 
mg (0,05) paladijevega acetata in postavili v mikrovalovni reaktor na temperaturo 130 °C. Po 60 
minutah smo odstranili del topila pod znižanim tlakom in zmes postavili v zamrzovalnik za 24 ur. 
Oborino smo nučali, jo raztopili v metanolu in postavili v zamrzovalnik. Po 24 urah smo izpadlo 
oborino ponovno nučali. Nato smo naredili gradientno kolono iz mobilne fazo heksan : etil acetat 
= 3 : 1 v heksan : etil acetat = 1 : 1. Dobili smo 35 mg čist spojine 17. 
Reakcija B: 75 mg (1 ekv.) spojine 17, 25 mg (1,5 ekv.) NaN3 in 21 mg (1,5 ekv.) NH4Cl smo 
raztopili v 10 ml DMF-ja. Po 24 urah mešanja na temperaturi 110 °C, smo s pomočjo tankoplastne 
kromatografije ugotovili, da reakcija še ni potekla do konca. Dodali smo še 15 ekvivalentov NaN3 
(250 mg) in NH4Cl (206 mg) in pustili mešati na 110 °C še 24 ur. Po končani reakciji smo dodali 
30 ml vode in raztopino nakisali do pH 2. Nato smo ekstrahirali z etil acetatom (6 × 50 ml). Etil 
acetat smo kasneje odstranili pod znižanim tlakom. Trdnemu ostanku smo dolili 20 ml etil acetat 
in zmes postavili v hladilnik. Po 24 urah smo vakuumsko filtrirali in trdno zmes sprali z etil 
acetatom. Dobili smo 25 mg belo rumene spojine 18. 
 
4.8 Sinteza (E)-5-(2-hidroksistiril)nikotinnitrila 
 
Reakcija A: 50 mg (1 ekv.) spojine 2, 101 mg (1,2 ekv.) spojine 19, 39 mg (1 ekv.) trietilamina in 
12 mg (0,1 ekv.) P(o-tol)3 smo raztopili v 2 ml acetonitrila. Prepihali smo z argonom in dodali 18 
mg (0,05 ekv.) Pd2dba3. Reakcija je potekala v mikrovalovnem reaktorju na temperaturi 150 °C in 
600 rpm. Po 30 minutah smo odstranili topilo pod znižanim tlakom in dodali 50 ml 1M HCl. Dobro 
smo premešali in dekantirali.  Potem smo prekristalizirali iz metanola. Dobili smo 21 mg spojine 
20. 
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4.9 Poskusne reakcije 
 
1. 50 mg (1 ekv.) spojine 2 (5-vinilnikotinnitril), 107  mg (1,3 ekv.) spojine 4 in 12 mg (0,1 ekv.) 
P(o-tol)3 smo raztopili v 2 mL acetonitrila. Zmes smo prepihali z argonom, da smo se znebili 
kisika. Nato smo dodali 4 mg (0,05 ekv.) paladijevega acetata, 125 mg (1 ekv.) Cs2CO3 in kapljico 
vode. Reakcijsko zmes smo postavili v mikrovalovni reaktor za 20 minutah na temperaturo 150 
°C. Naredili smo TLC s mobilno fazo etilacetat : heksan = 1 : 2. Ugotovili smo, da reakcija ni 
potekla. Ponovno smo zmes postavili v mikrovalovni reaktor za 20 minut na temperaturo 170 °C. 
Po ponovnem TLC smo ugotovili, da reakcija ni potekla. 
2. 50 mg (1 ekv.) spojine 2 (5-vinilnikotinnitril), 107  mg (1,3 ekv.) spojine 4 in 12 mg (0,1 ekv.) 
P(o-tol)3 smo raztopili v 2 mL acetonitrila. Zmes smo prepihali z argonom. Nato smo dodali 4 mg 
(0,05 ekv.) paladijevega acetata in 39 mg (1 ekv.) trietilamina. Reakcijsko zmes smo postavili v 
mikrovalovni reaktor za 20 minut na temperaturo 150 °C. Naredili smo TLC s mobilno fazo 
etilacetat : heksan = 1 : 2. Ugotovili smo, da reakcija ni potekla. Ponovno smo zmes postavili v 
mikrovalovni reaktor za 20 min na temperaturo 170 °C. Po ponovnem TLC smo ugotovili, da 
reakcija ni potekla. 
3. 50 mg (1 ekv.) spojine 2 (5-vinilnikotinnitril), 100  mg (1,2 ekv.) spojine 4 in 22 mg (0,1 ekv.) 
4,5-bis(difenilfosfin)-9,9-dimetilxanthena smo raztopili v 2 mL acetonitrila. Zmes smo prepihali z 
argonom. Nato smo dodali 4 mg (0,05 ekv.) paladijevega acetata in 39 mg (1 ekv.) trietilamina. 
Reakcijsko zmes smo postavili v mikrovalovni reaktor za 60 minut na temperaturo 150 °C. 
Naredili smo TLC s mobilno fazo etilacetat : heksan = 1 : 2. Ugotovili smo, da reakcija ni potekla.  
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1. Reakcija A: 100 mg (1 ekv.) spojine 11 smo raztopili v 50 ml etanola, prepihali z argonom in 
dodali 57 mg (3 ekv.) amonijevega klorida. Segreli smo do 78 °C. Dodali smo 179 mg (9 ekv.) 
železa in pustili 3 ure. Nato smo naredili TLC s mobilno fazo etil acetat : heksan = 1 : 1 in 
ugotovili da reakcija ni potekla. 
2. Reakcija A: 50 mg (1 ekv.) spojine 11 smo raztopili v 50 ml DMF, prepihali z argonom in 
segreli do 78 °C. Dodali smo 89 mg (9 ekv.) železa in pustili mešati na temperaturi vrelišča 10 
ur. Nato smo naredili TLC s mobilno fazo etil acetat : heksan = 2 : 1 in ugotovili da reakcija ni 
potekla. 
3. 50 mg (1 ekv.) spojine 2 smo raztopili v 20 ml ocetne kisline. Raztopino smo prepihali za Ar 
in jo segreli na 80 °C. Počasi (30 mg / 30 minut) smo dodali skupno 210 mg (21. ekv.) železa. 
Reakcijo smo veš čas spremljali s TLC (mobilna faza: etil acetat). Reakcija ni potekla. 
 
 
1. 170 mg (1. ekv.) spojine 14, 377 mg (10. ekv.) natrijevega azida in 310 mg (10 ekv.) 
amonijevega klorida smo raztopili v 50 mL DMF. Pustili smo mešati na temperaturi 80 °C 3 dni. 
Nato smo odstranili topilo pod znižanim tlakom in dodali 30 mL vode. Zmes smo postavili v 
hladilnik čez noč. Naslednji dan smo raztopino filtrirali pod vakumom in sprali z vodo. Produkt 
smo analizirali z NMR. Ugotovili smo, da nismo dobili spojine 19. 
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2. 80 mg (1. ekv.) spojine 14 in 136 mg (1,5. ekv.) azidotributilstanana smo raztopili v 30 mL 
DMF. Raztopino smo segreli na 80 °C in mešali 24 ur. Nato smo naredili TLC s mobilno fazo 
etil acetat : heksan = 2 : 1. Ker še reakcija ni potekla smo povečali temperaturo na 110 °C in 
pustili mešati še dodatnih 24 ur. Ponovno smo naredili TLC in ugotovili, da reakcija ni potekla. 
 
1. 40 mg (1 ekv.) spojine 14 smo raztopili v 40 ml brezvodnega diklorometana in prepihali z Ar. 
Raztopino smo ohladili na -20 °C in dodali 32 mg (2 ekv.) BCl3. Zmes smo mešali 3 ure na 
temperaturi -20 °C. Nato smo naredili TLC z mobilno fazo etil acetat : heksan = 1 : 1 in 
ugotovili, da reakcija ni potekla. 
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5  ANALIZE SPOJIN 
 
(E)-5-(4-metoksi-2,6-dimetilstiril)nikotinnitril 
Molekulska formula: C17H16N2O 
Mr: 264,33 
Temperatura tališča: 57°C – 58°C 
Izgled: bel prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 2,37 (s, 6H, 2 × CH3-Ph), 3,81 (s, 3H, CH3-O-), 6,56 (d, 
J = 16,6 Hz, Ph-CH=CH-), 6,66 (s, 2H, 3,5H-Ph), 7,25 (d, 1H, J = 16,6 Hz, Ph-CH=CH-), 8,05 (t, 
1H, J = 1,9 Hz, 4H-Pyr), 8,74 (d, 1H, J = 1,9 Hz, 2H-Pyr), 8,86 (d, 1H, J = 2,1 Hz, 6H-Pyr) 
13C NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 21,62; 109,67; 115,53; 117,58; 126,80; 126,84; 131,82; 
134,19; 136,11; 138,13; 150,58; 151,74; 157,81 
IR: (cm-1) 3004,99; 2950,71; 2335,92; 2233,79; 1714,84; 1603,09; 1573,85; 1431,12; 1383,34; 
1310,40; 1278,54; 1192,79; 1152,28; 1109,49; 1061,09; 1021,43; 1000,02; 975,47; 902,83; 
860,21; 841,22; 758,87; 736,93; 674,03; 628,70; 589,82; 535,64; 509,27 
HPLC: tr= 3,323 min; čistota 92,50 % 
HRMS: 265.1326 izračunano 265.1335 po C17H17ON2 
 
 (E)-3-(4-metoksi-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)pridin 
Molekulska formula: C17H17N5O 
Mr: 307,36 
Temperatura tališča: 130°C – 132°C 
Izgled: belo rumen prašek 
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1H NMR (400 MHz, MeOD): δ [ppm] 2,42 (s, 6H, 2 × Ph-CH3), 3,80 (s, 3H, -O-CH3), 6,52 (s, 1H, 
1H-tetrazol), 6,70 (s, 2H, 3,5H-Ph), 6,81 (d, 1H, J = 16,5Hz, Ph-CH=CH-), 7,58 (d, 1H, J = 
16,6Hz, Ph-CH=CH-), 8,29 (m, 1H, 3H-Pyr), 8,83 (s, 1H, 2H-Pyr), 9,16 (s, 1H, 6H-Pyr) 
13C NMR: premalo spojine 
IR: premalo spojine 
HRMS: 308.1501 izračunano 308.1506 po C17H18ON5 
 
 (E)-5-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)nikotinnitril 
Molekulska formula: C16H14N2O 
Mr: 250,30 
Temperatura tališča: 138°C – 141°C 
Izgled: Rjav prašek 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ [ppm] 4,80 (s, 1H, -OH), 6,55 (d, 1H, J = 16,7 Hz, Ph-CH=CH-), 
6,60, (s, 2H, 3,5H-Ph), 7,23 (d, 1H, J = 16,7 Hz, Ph-CH=CH-), 7,26 (s, 6H, 2 × CH3-Ph), 8,05 (t, 
1H, J = 2,0 Hz, 3H-Pyr), 8,75 (d, 1H, J = 1,9 Hz, 2H-Pyr), 8,86 (d, 1H, J = 2,3 Hz, 6H-Pyr) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 21,62; 109,67; 115,53; 117,58; 126,81; 126,84; 131,83; 
134,19; 136,12; 138,13; 150,58; 151,74; 156,81 
IR: (cm-1) 3024,05; 2920,16; 2360,21; 2338,24; 2237,27; 2021,28; 1978,46; 1578,46; 1475,77; 
1475,77; 1417;79; 1378,29; 1310,77; 1197,88; 1155,53; 1133,47; 1026,38; 978,42; 908,15; 
860,27; 849,62; 751,73; 717,45; 695,40; 630,66; 570,82 
HPLC: tr= 3,837 min, čistota 96,61 % 
HRMS: 251.1174 izračunano 251.1179 po C16H15ON2 
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 (E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenol 
Molekulska formula: C16H15N5O 
Mr:293,13 
Temperatura tališča: 139°C – 141°C 
Izgled: belo-rumen prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 2,5 (s, 6H, 2 × -CH3), 6,53 (s, 2H, 2 × H-Ph), 6,79 (d, 
1H, J = 16,7Hz, Ph-CH=CH-), 7,54 (d, 1H, J = 16,7Hz, Ph-CH=CH-), 8,87 (s, 1H, 4H-Pyr), 9,02 
(s, 1H, 6H-Pyr), 9,16 (s, 1H, 2H-Pyr) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 21,67; 115,56; 122,31; 126,78; 127,19; 131,76; 133,02; 
135,34; 138,20; 144,21; 148,09; 156,88 
IR: (cm-1) 3103,51; 2593;20, 2361,63; 2079,35; 1573,34; 1469,37; 1446,26; 1377,28; 1308,57; 
1228,75; 1151,02; 1090,07; 1028,29; 973,92; 861,70; 748,30; 694,98; 671,45; 629,35; 678,38; 
509,99 
HPLC: tr= 3,067 min; čistota 96,16 % 
HRMS: 294.1343 izračunano 294.1349 po C16H16ON5 
 
 (E)-5-(4-metoksi-2-nitrostiril)nikotinnitril 
Molekulska formula: C15H11N3O 
Mr: 281.27 
Temperatura tališča: 163°C – 165°C 
Izgled: zelen prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 3,89 (s, 3H, CH3-O-), 7,27 (d, 1H, J = 16,2Hz, Ph-
CH=CH-), 7,39 (dd, 1H, J = 8,7Hz, 2,6Hz, 5H-Ph), 7,56 (d, 1H, J = 2,7Hz, 3H-Ph), 7,64 (d, 1H, 
J = 16,4Hz, Ph-CH=CH-), 7,90 (d, 1H, J = 8,9Hz, 6H-Ph), 8,65 (t, 1H, J = 2,1Hz, 1,9Hz, 4H-Pyr), 
8,92 (d, 1H, J = 1,9Hz, 2H-Pyr), 9,02 (d, 1H, J = 2,1Hz, 6H-Pyr) 
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13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 56,64; 109,53; 109,81; 117,36; 120,48; 123,56; 126,36; 
127,59; 129,89; 133,20; 136,92; 149,49; 151,40; 152,30; 159,97 
IR: (cm-1) 3102,15; 3052,77; 2738,56; 2674,68; 2491,14; 2230,14; 2165,73; 2053,23; 2053,23; 
2004,75; 1621,23; 1583,10; 1561,71; 1521,16; 1494,83; 1433,49; 1413,09; 1350,89; 1332,05; 
1289,58; 1260,77; 1250,77; 1211,49; 1170,71; 1149,61; 1064,17; 1032,05; 959,24; 902,68; 
860,44; 823,60; 798,01; 762,02; 697,80; 688,42; 653,33; 598,43; 571,76; 551,00; 528,08; 505,27 
HPLC: tr: 6,380 min; čistota: 98,96 %  
HRMS: 282.0868 izračunano 282.0873 po C15H12O3N3 
 
 (E)-3-(4-metoksi-2-nitrostiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin 
Molekulska formula: C15H12N6O3 
Mr: 324,30 
Temperatura tališča: 209°C – 213°C 
Izgled: rjav prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 3,9 (s, 3H, CH3-O-), 7,38 (d, 1H, J = 16,4Hz, Ph-
CH=CH-), 7,39 (dd, 1H, J = 8,6Hz, 3,0Hz, 3H-Ph), 7,56 (d, 1H, J = 2,7Hz, 5H-Ph), 7,62 (d, 1H, 
J = 16,2Hz, Ph-CH=CH-), 7,96 (d, 1H, J = 8,6Hz, 2H-Ph), 8,63 (t, 1H, J = 1,9Hz, 1,9Hz, 4H-Pyr), 
8,94 (d, 1H, J = 1,2Hz, 2H-Pyr), 9,11 (d, 1H, J = 1,3Hz, 6H-Pyr) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 56,61; 109,52; 120,54; 121,54; 123,78; 126,43; 127,38; 
129,84; 131,366; 133,32; 147,11;  149,35; 151,08; 159,83 
IR: 3080,26; 2522,03; 1612,21; 1587,29; 1526,04; 1495,69; 1439,26; 1352,74; 1299,96; 1258,82; 
1146,47; 1066,11; 1033,98; 967,71; 913,53; 818,55; 679,37 
HPLC: tr: 2,947 min; čistota: 94,37 % 
HRMS: 325.1040 izračunano 325.1044 po C15H13O3N6 
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(E)-5-(2-amino-4-metoksistiril)nikotinnitril 
Molekulska formula: C15H13N3O 
Mr: 251,29 
Temperatura tališča: 81°C – 83°C  
Izgled: bel prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 3,69 (s, 3H, CH3-O-), 5,61 (s, 2H, -NH2), 6,19 (dd, 
1H, J = 8,6Hz, 2,5Hz, 5H-Ph), 6,23 (d, 1H, J = 2,5Hz, 3H-Ph), 6,91 (d, 1H, J = 16,2Hz, Ph-
CH=CH-), 7,41 (d, 1H, J = 8,6Hz, 6H-Ph), 7,62 (d, 1H, J = 16,2Hz, Ph-CH=CH-), 8,57 (t, 1H, J 
= 2,0Hz, 2,0Hz, 4H-Pyr), 8,78 (d, 1H, J = 1,8Hz, 2H-Pyr), 8,97 (d, 1H, J = 2,2Hz, 6H-Pyr) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 40,44; 40,74; 52,21; 99,65; 102,02; 109,08; 113,49; 
115,44; 126,51; 136,46; 138,38; 145,79; 148,37; 152,07; 158,99 
IR: (cm-1) 3376,72; 3232,65; 2937,19; 2836,00; 2232,66; 2179,68; 1610,98; 1578,67; 1508,83; 
1445,70; 1508,83; 
HRMS: 252.1130 izračunano 252.1131 po C15H14ON3 
 
 (E)-N-(2-(2-(5-cianopridin-3-il)vinil)-5-metoksifenil)acetamid 
Molekulska formula: C17H15N3O 
Mr: 293,33 
Temperatura tališča: 171°C – 174°C  
Izgled: belo rumen prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)FTU-37: δ [ppm] 2,14 (s, 3H, 
CH3-CO-), 3,78 (s, 3H, CH3-O-), 6,83 (dd, 1H, J = 8,7Hz, 2,4Hz, 5H-Ph), 7,12 (d, 1H, J = 16,3 
Hz, Ph-CH=CH-), 7,21 (d, 1H, J = 2,1 Hz, 3H-Ph), 7,57 (d, 1H, J = 16,3 Hz, Ph-CH=CH-), 7,70 
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(d, 1H, J = 8,8Hz, 6H-Ph), 8,55 (t, 1H, J = 1,9 Hz, 1,9 Hz, 4H-Pyr), 8,87 (d, 1H, J = 1,8 Hz, 2H-
Pyr), 9,03 (d, 1H, J = 1,9Hz, 6H-Pyr), 9,6 (s, 1H, -NH-) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 24,22; 55,73; 109,62; 110,77; 111,81; 117,59; 122,05;  
122,33; 127,30; 128,82; 134,21; 136,34; 137,81; 150,57; 151,92; 160,02; 169,28 
IR: (cm-1) 3293,35; 3075,56; 2935,28; 2834,43; 2239,17; 1666,65; 1632,39; 1610,11; 1578,18; 
1519,68; 1484,59; 1461,73; 1443,92; 1420,73, 1366,34; 1231,01; 1296,41; 1248,60; 1226,27; 
1202,04; 1168,53; 1141,71; 1096,00; 1038,11; 1020,66; 968,11; 952,81; 889,78; 839,59; 820,24; 
727,00; 694,93; 664,94; 637,57; 616,81; 594,84, 576,45; 558,45; 528,97 
HPLC: tr: 2,553 min; čistota: 92,68 % 
HRMS: 262.1280 izračunano 269.1285 po C16H17O2N2 
 
 (E)-N-(2-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)-5-metoksifenil)benzamid 
Molekulska formula: C22H17N3O2 
Mr: 355,40 
Temperatura tališča: 202°C – 204°C 
Izgled: bel prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)FTU-35: δ [ppm] 3,8 (s, 3H, 
CH3-O-), 6,94 (dd, 1H, J = 9,0Hz, 2,7Hz, 5H-Ph), 7,1 (d, 1H, 
J= 2,6Hz, 3H-Ph), 7,14 (d, 1H, J = 16,4Hz, Ph-CH=CH-), 7,56 (m, 4H, Ph-CH=CH-, 3 × H-Ph-
CO-NH), 7,78 (d, 1H, J = 8,5Hz, 6H-Ph), 8,03 (m, 2H, 2 × H-Ph-CO-NH-), 8,48 (t, 1H, J = 2,1Hz, 
4H-Pyr), 8,84 (d, 1H, J = 1,8Hz, 6H-Pyr), 8,98 (d, 1H, J = 2Hz, 2H-Pyr), 10,12 (s, 1H, NH) 
13C NMR: premalo spojine 
IR: (cm-1) 3251,10; 3067,73; 2957,20; 2840,29; 2360,46; 2237,21; 2075,82; 1641,84; 1577,46; 
1527,70; 1496,29; 1478,37; 1425,12; 1296,95; 1257,37; 1221,98; 1199,98; 1172,02; 1127,58; 
1099,41; 1043,92; 1023,11; 967,10; 941,58; 913,69; 891,13; 866,14; 825,91; 800,37; 746,93; 
706,40; 686,23; 630,17; 612,78; 590,70; 571,23 
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HPLC: tr= 5,057 min; čistota 98,58 %  
HRMS: 356.1387 izračunano 356.1394 po C22H18O2N3 
 
metil (E)-4-(2-(5-cianopiridin-3-il)vinil)benzoat 
Molekulska formula: C16H12N2O2 
Mr: 264,28 
Temperatura tališča: 80°C – 83°C 
Izgled: bel prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)FTU-18: δ [ppm] 3,9 (s, 3H, CH3-O-CO-), 7,5 (d, 1H, J = 16,6 Hz, 
Ph-CH=CH-), 7,67 (d, 1H, J = 16,6 Hz, Ph-CH=CH-), 7,77 (d, 2H, J = 8,3 Hz, 2,6H-Ph), 8,02 (d, 
2H, J = 8,4 Hz, 3,5H-Ph), 8,66 (t, 1H, J = 2,0 Hz, 2,0 Hz, 4H-Pyr), 8,93 (d, 1H, J = 1,9 Hz, 2H-
Pyr), 9,08 (d, 1H, J = 2,1 Hz, 6H-Pyr) 
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 43,51; 45,14; 52,49; 109,06; 117,34; 128,04; 128,84; 
129,30; 135,82; 129,30; 145,39; 150,90; 154,02; 166,45 
IR: (cm-1) 2952,53; 2359,48; 2234,62; 1712,97; 1611,17; 1569,38; 1507,92; 1431,49; 1278,74; 
1184,50; 1107,53; 1046,68; 1019,71; 960,04; 904,52; 858,24; 760,95; 736,39; 704,05; 635,61; 
593,83; 560,40 
HPLC: tr: 10,230 min; čistota: 87,76 % 
HRMS: 265.0969 izračunano 265.0972 po C16H13O2N2 
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metil (E)-4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)benzoat 
Molekulska formula: C16H13N5O2 
Mr: 307,31 
Temperatura tališča: 198°C – 200°C 
Izgled: belo rjav prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)FTU-24: δ [ppm]  3,87 (s, 3H, CH3-O-CO-), 7,59 (d, 1H, J = 17,6 
Hz, Ph-CH=CH-), 7,65 (d, 1H, J = 16,6 Hz, Ph-CH=CH-), 7,82 (d, 2H, J = 8,4 Hz, 2,6H-Ph), 8,01 
(d, 2H, J = 8,4 Hz, 3,5H-Ph), 8,69 (t, 1H, J = 2,0 Hz, 2,0 Hz, 4H-Pyr), 9,01 (d, 1H, J = 2,0 Hz, 
2H-Pyr), 9,10 (d, 1H, J = 2,0 Hz, 6H-Pyr),  
13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 52,64; 121,82; 127,32; 127,49; 129,40: 130,17; 131,12; 
131,69; 133,31; 141,56; 147,11; 159,87; 154,71; 166,38 
IR: (cm-1) 2955,58; 2340,06; 2234,74; 1703,40; 1608,26; 1569,18; 1507,65; 1426;64; 1280,02; 
1185,02; 1110,02; 1018,92; 979,70; 905,17; 873,18; 763,68; 735,91; 699,79; 631,60 
HRMS: 308.1146 izračunano 308.1142 po C16H14O2N5 
 
 (E)-5-(2-hidroksistiril)nikotinnitril 
Molekulska formula: C14H10N2O 
Mr: 222,25 
Temperatura tališča: 188°C – 191°C 
Izgled: rjav prašek 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6)FTU-10-1: 6,85 (t, 1H, J = 7,2 Hz, 7,6 Hz, 3H-Ph), 6,9 (dd, 1H, J 
= 8,0 Hz, 0,8 Hz, 5H-Ph), 7,16 (td, 1H, J = 7,5 Hz, 1,5 Hz, 4H-Ph), 7,31 (d, 1H, J = 16,7 Hz, Ph-
CH=CH-), 7,56 (dd, 1H, J = 7,8 Hz, 1,4 Hz, 2H-Ph), 7,64 (d, 1H, J = 16,6 Hz, Ph-CH=CH-), 8,56 
(t, 1H, J = 2,0 Hz, 3H-Pyr), 8,85 (d, 1H, J = 1,9 Hz, 2H-Pyr), 8,99 (d, 1H, J = 2,1 Hz, 6H-Pyr), 
9,98 (s, 1H, OH-) 
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13C NMR (400MHz, DMSO-d6): δ [ppm] 109.738; 116,53; 117,52; 119,74; 123,01; 123,40; 
128,01; 129,36; 130,17; 134,36; 136,27; 150,56; 151,85; 156,29 
IR: (cm-1) 3061,93; 2734,84; 2621,88; 2234,48; 1631,58; 1586,09; 1497,68; 1453,73; 1424,92; 
1393,79; 1344,51; 1320,02; 1291,40; 1252,62; 1225,78; 1146,23; 1096,35; 1026,56; 973,41; 
912,33; 889,75; 814,24; 740,71; 686,51; 641,90; 640,90; 594,82; 578,42; 538,11; 508,94 
HRMS: 223.0864 izračunano 223.0866 po C14H11ON2 
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6 REZULTATI IN RAZPRAVA 
6.1 KOMENTAR REAKCIJ 
6.1.1 Heckova reakcija 
Gre za reakcijo »spajanja« med »organskim halogenom« in alkenom, ki sta jo leta 1972 neodvisno 
odkrila Tustomu Mizoroki in Richard F. Heck [31]. Večstopenjska reakcija poteka ob prisotnosti 
paladijevega katalizatorja in baze.  
 
Slika 10 Shema Heckove reakcije. Prirejeno po [31]. 
Mehanizem reakcije se začne pri redukciji paladija(II) v paladij(0) (1) s pomočjo trifenilfosfina, 
ki se oksidira. V koraku A gre za oksidativno adicijo, kjer se paladij vrine med vez arila in broma 
(2). Paladij in alken nato tvorita π kompleks (3), zatem se alken vstavi v vez med paladijem in 
ogljikom v koraku »syn« adicije (korak B). V koraku C nato poteče beta-hidrid eliminacija, pri 
kateri nastane novi π kompleks paladija in alkena (5). V naslednjem koraku kompleks disocira. 
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Paladij (0) se regenerira skozi reduktivno eliminacijo paladija (II) s kalijevim karbonatom v koraku 
D [31]. 
Pri sintezi spojine 5 in 7 smo ugotovili, da Heckova reakcija poteka počasi in z zelo slabimi 
izkoristki. Na začetku, ko smo reakcije izvajali v oljni kopeli, je bilo edino primerno topilo DMF 
zaradi dobre topnosti izhodnih spojin in visokega vrelišča. Po drugi strani pa je DMF zaradi visoke 
temperature vrelišča in dobre topnosti tako v organskih topilih kot v vodi predstavljal dodatno 
oviro pri izolaciji spojin in s tem doprinesel k slabim izkoristkom. Pri sintezi spojine 20 smo 
poskusili namesto segrevanja na oljne kopeli reakcijsko zmes segrevati v mikrovalovnem 
reaktorju. Izkazalo se je, da reakcija poteče v 30 min, kar je bistveno hitreje od 72 ur v oljni kopeli. 
Prednost mikrovalovnega reaktorja je tudi uporaba topil, ki imajo nižja vrelišča. Gre namreč za 
zaprt sistem pri katerem lahko tlak naraste tudi do 20 barov, zato lahko reakcijsko zmes segrevamo 
pri temperaturah, ki so bistveno višje od temperature vrelišča samega topila. Pri večini Heckovih 
reakcij smo kot katalizator uporabili tri(dibenzilidenaceton)dipaladij (Pd2dba3). Kot ligand smo 
največkrat uporabili tri(o-tolil)fosfin (P(o-tol)3) 
Z uporabo mikrovalovnega reaktorja so se nam odprle možnosti uporabe drugih topil. Zato smo 
sintezo spojine 20 poskusili še v acetonitrilu in toluenu. Zanimala nas je tudi temperatura, pri kateri 
reakcija najbolje poteka. Pri vsakem topilu smo najprej izvajali reakcijo pri temperaturi 130 °C 10 
min, nato pri temperaturi 150 °C 10 min in še pri temperaturi 170 °C 10 min. Med vsakim 
povišanjem temperature smo naredili TLC. Ugotovili smo, da med temperaturama 150 °C in 170 
°C ni opazne razlike v izkoristku. Zato smo večino Heckovih reakcij izvajali na temperaturi 150 
°C, saj so nižje temperature ustreznejše s stališča tvorbe stranskih produktov, poleg tega pa bi 
lahko višje temperature vplivale na stabilnost samega katalizatorja. Pri vsakem topilu smo namesto 
trietil amina izvedli reakcijo s cezijevim karbonatom in kapljico vode, ki delujeta kot reducent. 
Razlike v izkoristkih med Cs2CO3 in trietil aminom so bile primerljive. Večina nadaljnjih 
Heckovih reakciji smo izvajali s trietilaminom, kadar pa so bile reakcije neuspešne, smo uporabili 
CsCO3 in kapljico vode.  Razlike v izkoristkih med topiloma acetonitril in toluen so majhne, 
izkoristki so bili malenkost boljši pri acetonitrilu. 
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Preglednica 1 Pogoji sinteze spojine 20 
DMF 
(130 °C, 150 °C, 170 °C) 
Toluen 
(130 °C, 150 °C, 170 °C) 
Acetonitril 
(130 °C, 150 °C, 170 °C) 
CsCO3 + kapljica vode CsCO3 + kapljica vode CsCO3 + kapljica vode 
trietilamin trietilamin trietilamin 
 
Sinteza spojine 5 nam je povzročala največ težav. Poskusili smo s sintezo v oljni kopeli kot tudi v 
mikrovalovnem reaktorju. Poskusili tudi katalizator paladijev acetat s P(o-tol)3 in paladijev acetat 
s 4,5-bis(difenilfosfin)-9,9-dimetilksantena. Izkoristki reakcij so bili nizki,  dodatne izgube pa je 
prineslo čiščenje. 
Pri sintezi spojine 11 je reakcija potekala najbolje. Volumen reaktorja se je popolnoma napolnil z 
oborino spojine 11, zato smo oborino filtrirali pod vakuumom. Matičnico smo ponovno prepihali 
s Ar in jo ponovno postavili v mikrovalovni reaktor. Ker reakcija še vedno ni potekla do konca, 
smo zmes ponovno prepihali z Ar in dodali še 1. ekvivalent trietil amin. Volumen reaktorja se je 
ponovno povsem napolnil z oborino produkta, ki smo jo zopet filtrirali pod vakuumom.. 
Ugotovili smo, da je izkoristek Heckove reakcije odvisen od samih uporabljenih reagentov, 
oziroma vrste bromida in željene končne spojine. Poglobljenih optimizacij zato nismo izvajali, saj 
so časovno zelo zahtevne, naš namen pa je bil predvsem v čim krajšem času pridobiti dovolj 
spojine za nadaljnje reakcije ali končna biološka testiranja. 
 
6.1.2 Uvedba tetrazola 
Pri sintezi spojin 6, 8, 12 in 18 smo tvorili tetrazolni del preko kislinsko-katalizirane azid-nitril 
cikloadicije. Mehanistične študije predvidevajo, da gre za dvostopenjski mehanizem. V prvem 
koraku proton aktivira nitrilno skupino in poveča njeno reaktivnost ob napadu azidnega iona. 
Nastane odprt imidoil azidni intermediat, ki se v drugem koraku ciklizira do 1H-tetrazola. Reakcija 
je približno 20 krat hitrejša ob uporabi kislinskih katalizatorjev. Najpogosteje se uporabljajo 
amonijeve soli in ocetna kislina [32].  
41 
 
 
Slika 11 Mehanizem nastanka tetrazola; prirejeno po [32]. 
Večina reakcij je potekla brez večjih težav po tem, ko smo dodali velik presežek natrijevega azida 
in amonijevega klorida. Pri poskusu sinteze spojine 19 pa reakcija ni potekla oz. je spojina razpadla 
zaradi ostrih pogojev. Poskusili smo tudi s azidotributilstananom, ki se ravno tako uporablja za 
sintezo tetrazola. Njegova prednost pred natrijevim azidom je v tem, da je topen v organskih 
topilih, zato lahko reakcije potekajo tudi v bolj lipofilnih medijih, medtem ko smo pri NaN3 
večinoma omejeni z uporabo DMF. Kljub temu tudi s tem reagentom reakcija ni potekla. 
 
6.1.3 Redukcija nitro skupine do amina 
Pri sintezi spojine 13 gre za redukcijo nitro skupine do amina. Kot katalizator smo uporabili cink, 
ki smo ga prej aktivirali z klorovodikovo kislino. Predhodno smo kot katalizator poizkusili železo, 
a je bila reakcija neuspešna. Reakcija poteka po tristopenjskem mehanizmu. Najprej se nitro 
skupina reducira do nitrozo skupine, nato sledi reduktivna adicija dveh vodikov pri katerem 
nastane hidroksilamin. Zadnji korak je redukcija, pri kateri se izloči voda in nastane primaren amin 
[33]. 
 
Slika 12 Mehanizem redukcije; prirejeno po [33]. 
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6.1.4 Tvorba amida 
Mehanizem tvorbe amida iz amina s kislinskim anhidridom poteka v treh korakih. Najprej se 
zgodi nukleofilen napad amina (slika 12-1). V drugem koraku pride do deprotonacije (slika 12-2) 
in nato odcepitev izhajajoče skupine v tretjem koraku (slika 12-3). Reakcijo tvorbe amida lahko 
tudi izvedemo s pomočjo kislinskega klorida. Mehanizem reakcije je podoben kot pri reakciji s 
kislinskim anhidridom z razliko stranskih produktov. 
 
Slika 13 Mehanizem tvorbe amida; prirejeno po [34]. 
Pri sintezi spojine 14 smo uporabili acetanhidrid kot reagent in hkrati topilo, medtem ko smo pri 
sintezi spojine 15 uporabili benzoil klorid. Pri sintezi spojine 15 smo uporabili tudi katalizator 
N,N-dimetilpiridin-4-amin. Obe reakciji in izolaciji sta potekli brez večjih težav.  
 
6.2 REZULTATI BIOLOŠKEGA TESTIRANJA 
Sedem končnih spojin smo testirali na človeških encimih MAO-A in MAO-B in štiri na encimu 
ligaz MurD. Vsaki spojini smo uspešno izmerili rezidualno aktivnost (RA) pri koncentraciji 100 
µM. Vrednost RA je razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti zaviralca in nemoteno 
aktivnostjo encima. Torej nižja kot je RA, boljši zaviralec encima je testirana spojina pri določeni 
koncentraciji. Vsem testiranim spojinam z RA 40 % ali manj smo izmerili srednjo zaviralno 
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koncentracijo (IC50). Vrednost IC50 nam pove koncentracijo zaviralca pri katerem ta zavre 
delovanja encima za polovico. Določili smo tudi vrednosti Hillovega koeficienta. Bližje kot je 
vrednost 1, manj nespecifičnih interakcij oblikuje naša spojina z encimom.  
 
Preglednica 2 Biološko testiranje na encimu MAO. 
Oznaka spojine Molekulska struktura 
hMAO-A 
RA pri 100 µM 
hMAO-B 
RA pri 100 µM 
7 
 
57.2 ± 0.7 % 
29.9 ± 0.1 % 
IC50 = 21.32 ± 3.08 µM 
(Hill = 1.6) 
20 
 
13.5 ± 0.2 % 
IC50 = 39.76 ± 08.94 
µM 
(Hill = 1.8) 
49.1 ± 0.1 % 
17 
 
78.1 ± 0.1 % 
10.6 ± 0.5 % 
IC50 = 1.75 ± 0.08 µM 
(Hill = 1.8) 
11 
 
61.5 ± 8.9 % 
11.3 ± 0.4 % 
IC50 = 0.42 ± 0.04 µM 
(Hill = 1.3) 
13 
 
70.5 ± 4.7 % 58.7 ± 0.9 % 
14 
 
21.8 ± 0.4 % 
IC50 = 45.59 ± 4.41 µM 
(Hill = 1.6) 
58.7 ± 0.9 % 
15 
 
81.6 ± 1.7 % 81.9 ± 0.6 % 
 
44 
 
Iz rezultatov je razvidno, da sta substanci 13 in 15 slaba zaviralca encima MAO. Spojini 14 in 20 
bolje zavirata MAO-A, medtem ko sta spojini 7 in 17 selektivna zaviralca MAO-B izoformne 
oblike. Žal imajo vse štiri spojine visoko vrednost Hill, kar potencialno nakazuje na nevarnost 
tvorjenja nespecifičnih interakcij z encimskim vezavnim mestom. Potrebni so še dodatni testi za 
lažjo interpretacijo rezultatov. Najbolje se je odrezala spojina 11. Je edina testirana spojina z nano 
molarnim koncentracijskim območjem vrednosti IC50 in ima relativno nizko vrednost Hill. Spojina 
ima veliko afiniteto do MAO-B, medtem ko ne izkazuje posebno velike aktivnosti na MAO-A. 
Lahko bi rekli, da je spojina 11 izoformno selektiven zaviralec MAO-B. 
 
Slika 14 Sidranje spojine 11 na encim MAO-B. 
Slika 11 prikazuje rezultat sidranja spojine 11 na encim humane MAO-B. Gre za poenostavljen 
model prikaza interakcij s vezavnim mestom. Iz slike je razvidno, da spojina 11 oblikuje vodikove 
vezi z aminokislinskimi ostanki v hidrofobni kletki, ki obdaja aktivno mesto. Potrebno je poudariti, 
da je to najverjetnejša orientacija spojine 11. 
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Preglednica 3 Biološka testiranja na ligazi MurD 
Oznaka Molekulska struktura RA pri 100 µM 
8 
 
95,7 % 
18 
 
96,7 % 
6 
 
100 % 
12 
 
101 % 
 
Spojine 6, 8, 12 in 18 ne izkazujejo nikakršnih zaviralnih lastnosti na encimu ligaze MurD. Kljub 
temu, da spojine nimajo zaviralnih lastnosti, nam te spojine dajo povratno informacijo o vezavnem 
mestu ligaze MurD. Ena od ciljev magistrske naloge je bila tudi ponovna sinteza in biološko 
testiranje spojine 8, saj smo pri prvih meritvah RA sumili na lažno pozitive rezultate. Razlogov za 
lažno pozitivne rezultate je več. Najpogosteje so to ostanki nečistoč ali silikagela, ki zavirajo 
encim. Po ponovni sintezi in merjenju RA, smo potrdili, da spojina 8 nima zaviralnih sposobnosti 
na encim ligaze MurD.  
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7. SKLEP 
Zastavljene cilje magistrske naloge smo uspešno opravili. Ponovno smo sintetizirali spojino (E)-
4-(2-(5-(1H-tetrazol-5-il)piridin-3-il)vinil)-3,5-dimetilfenol (8) in jo biološko testirali. Tako smo 
preverili rezultate iz prvotnih testov. Uspešno smo sintetizirali tri nove (6, 12, 18) potencialne 
zaviralce ligaze MurD, ki pa so žal bili neaktivni. S tem smo pripomogli k boljšemu razumevanju 
povezave ligaze MurD in zaviralnimi sposobnostmi določenih fragmentov.  
Sintetizirali smo tudi sedem potencialnih zaviralcev encima MAO. Štiri (7, 14, 17, 20) novo 
pridobljene spojine izkazujejo zaviralne sposobnosti na eno izoformno obliko encima MAO, 
medtem ko je (E)-5-(4-metoksi-2-nitrostiril)nikotinnitril (11) z IC50 vrednostjo 0,42 µM na encim 
MAO-B potencialna spojina vodnica. 
Sintezna pot je obsegala večstopenjsko sintezo, med katerimi je bila tudi Heckova reakcija. Z 
uporabo mikrovalovnega reaktorja in uporabo acetonitrila smo izboljšali izkoristke Heckove 
reakcije in zmanjšali čas poteka iz nekaj dni na nekaj ur.  
Magistrsko delo je pomemben doprinos k načrtovanju in sintezi novih zaviralcev encima ligaze 
Mur in MAO. Spojina (E)-5-(4-metoksi-2-nitrostiril)nikotinnitril (11) je odlična smernica za 
nadaljnje raziskovanje reverzibilnih zaviralcev MAO-B in zdravljenje nevrodegenerativnih 
bolezni. 
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